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 タンパク質はアミノ酸がペプチド結合によりつながった高分子であり，独自の構造を形成
することにより独自の機能を発現する。タンパク質の立体構造は「そのアミノ酸配列によっ
て一義的に決定されており，天然構造が熱力学的に最安定な構造である」という一定の解釈
はある一方で，未だアミノ酸配列情報から三次構造を決定することは困難であり，新規に狙
った機能を持つタンパク質を創製することは困難である。困難な問題の 1 つにタンパク質内
のジスルフィド結合の形成の問題がある。ジスルフィド結合とは，システイン残基間で形成
される結合であり，天然型のジスルフィド結合様式を持つことが生理活性に必須であるため，
タンパク質の立体構造構築(フォールディング)反応において，非天然型のジスルフィド結合
を形成した場合天然型のジスルフィド結合様式へと架けかえる必要がある。しかしながら生
理活性をもったジスルフィド結合様式に制御することは難しく，未だジスルフィド結合を制
御するための手法や技術は確立されていない。そこで人工的にタンパク質をデザインし，ジ
スルフィド結合様式を制御することによって生理活性をもつ全く新しいタンパク質デザイン
法の開発に着手した。タンパク質デザイン法を開発するにあたり，前駆体タンパク質である
プロウログアニリンの N 末領域に存在するプロペプチド領域を利用した。ペプチドホルモン
であるウログアニリンは自身で天然型のジスルフィド結合を形成することができず，そのプ
ロペプチド領域がウログアニリンのジスルフィド結合様式を天然型へと制御することが明ら
かにされている。次に，ウログアニリンとウログアニリンアナログである heat-stable 
enterotoxin (STa)の一次構造とジスルフィド架橋様式とを基に人工ペプチドを創製した結
果，人工ペプチド単独では活性を示すジスルフィド結合様式をとることができず，プロペプ
チド領域を融合した人工タンパク質の場合生理活性をもつジスルフィド結合様式に収束する
ことがわかった。そこでプロペプチド領域によるジスルフィド結合制御機構の解明のため，
本研究に着手した。 
人工タンパク質は大腸菌発現系により発現させ，順次各種クロマトグラフィーにより精製
を行い，還元変性状態として単離精製した。HPLC や MALDI-TOF/MS を用いたフォールディン
グ解析により，人工タンパク質はフォールディング中間体として，生理活性構造とは異なる
ジスルフィド架橋様式である 2つのジスルフィド異性体 (異性体 1， 異性体 2)と，生理活性
型ジスルフィド架橋様式と同じであるが違う構造である Topological 異性体を経由し，生理
活性構造へ収束することがわかった。さらに反応中間体であるジスルフィド異性体 1 と
Topological 異性体を単離精製後，リフォールディング解析を行った結果，異性体 1 は反応
初期から直接生理活性構造へ収束するのに対して，Topological 異性体からのリフォールデ
ィングでは，反応初期では異性体 1 を経由してから，生理活性構造へ収束することが明らか
になった。この結果より，人工タンパク質のジスルフィド結合形成経路は異性体 1 を経由し
てから生理活性構造に移行する経路が主であると考えられる。では人工タンパク質において
プロペプチド領域による生理活性をもつジスルフィド結合様式への修復は，どのようにして
行われているのであろうか。プロウログアニリンの場合，プロペプチド領域の N 末端側と成
熟体領域の C 末端側との相互作用が天然型ジスルフィド結合様式への修復に重要であること
が明らかにされている。そこで，人工タンパク質においても N 末端と C 末端との相互作用が
ジスルフィド結合の修復に必要であるのかを検証するため，人工タンパク質の C 末端側のア
ミノ酸残基を順次欠損させた変異体を用いてそれらのフォールディング解析を行った。その
結果，人工タンパク質の C 末端側のアミノ酸残基を順次欠損させていくごとにフォールディ
ングにおけるジスルフィド結合形成の速度が遅くなり，4 残基欠損させた場合ほとんど生理
活性をもつジスルフィド結合様式を形成することができなかった。これは，人工タンパク質
においてもプロウログアニリンと同様にプロペプチド領域の N 末端と人工ペプチド領域の C
末端との相互作用が生理活性構造の獲得に不可欠であり，プロウログアニリンと同様の作用
機序によって人工タンパク質の生理活性構造が制御されていることを示唆している。そこで
原子分子レベルでプロペプチド領域が人工ペプチド領域をどのように構造認識しているのか
を明らかにするため，人工タンパク質の構造解析に着手した。当初結晶構造解析を試みたが
結晶を得ることができなかったため，今回作成した人工ペプチドを NMRによって構造決定し，
すでに得られているプロウログアニリンのプロペプチド領域の結晶構造とドッキングシミュ
レーションすることにより全長人工タンパク質の構造を推定することを目指した。また人工
ペプチド領域の異性体をプロペプチド領域がどのように認識し構造修復するかを明らかにす
るため，Topological 異性体の構造解析も着手した。人工ペプチドは Boc-固相法によりペプ
チド合成し，HPLCによって精製後 NMR測定に供した。また Correlated Spectroscopy スペク
トルと Nuclear Overhauser Enhancement and Exchange Spectroscopyスペクトルを用いて各
ピークの帰属を行い，構造計算を行った結果人工ペプチド Topological異性体の構造を得た。
得た構造をウログアニリンの天然型とウログアニリンの Topological 異性体の構造との主鎖
構造や活性部位の重ね合わせを行った結果，主鎖構造は全く一致せず活性部位はウログアニ
リンの Topological 異性体とほぼ一致した。これはフォールディング解析の結果とあわせ，
人工ペプチドがウログアニリンとは異なる三次構造を取っており，プロペプチド領域はこの
ような違う三次構造をも構造制御できることを明らかにした。 
